原发免疫性血小板减少症（ITP）是一种常见的出血性疾病，患者主要的临床表现为皮肤黏膜出血。ITP患者个体间出血症状差异较大，某些血小板重度减少的患者仅有轻度出血甚至无出血表现。儿童ITP多为自限性，治疗措施更多取决于出血的症状，而非血小板计数[@b1]，所以在临床上依据血小板计数来判断出血风险并指导临床治疗存在不足之处。外周血未成熟血小板比例（IPF）、未成熟血小板绝对值（A-IPF）、血栓弹力图（TEG）是临床快速检测血小板相关的止血指标[@b2]。TEG是一种全血血凝块硬度检测，提供由凝血启动到纤维蛋白形成、血小板聚集、纤维蛋白联结和血块形成至溶解的全部信息。本研究中我们探讨IPF、A-IPF与TEG在ITP患者出血风险评估中的价值。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2013年10月至2015年1月于中国医学科学院血液病医院治疗的271例ITP患者纳入研究。男104例，女167例，中位年龄37(2\~82）岁，\<18岁52例，≥18岁219例。参照文献[@b3]进行诊断和分期：新诊断ITP 105例、持续性ITP 44例、慢性ITP 122例。本研究经医院伦理委员会批准，患者均知情同意。

2．出血评分方法：应用2013年ITP国际工作组（IWG）制定的ITP出血评估工具ITP-BAT（版本1.0）[@b4]对患者进行出血评分。出血症状包括皮肤（S）、黏膜（M）、器官（O）三项指标。严重出血（影响生命体征）：O≥3；大量出血：M≥3；中度出血：S=3、M=2、O=2；轻度出血：S\<3、M=1、O=1；无症状：S=0、M=0、O=0。由两名血液科医师完成所有ITP患者的出血评分。参照文献[@b4]将中度出血以上定义为有临床意义的出血。

3．IPF和A-IPF测定：收集2 ml静脉血（EDTA抗凝），采用自动进行模式在Sysmex XE-5000血液分析仪上检测。网织血小板中的RNA在网织红细胞通道内被核酸荧光染料染色后，根据细胞大小将红细胞和血小板分开，再根据RNA含量区分成熟细胞和未成熟细胞，通过分析得到IPF。A-IPF为IPF与所测血小板计数的乘积。

4．TEG测定：抽取2 ml静脉血（枸橼酸钠抗凝），加入高岭土（含1％的kaolin液）激活剂，混匀后取340 µl移入已加20 µl 0.2 mmol/L氯化钙的普通测试杯中，2\~4 h内在TEM5000血栓弹力图仪（美国Haemoscope公司产品）上进行检测。TEG主要参数包括：反应时间（R），凝固时间（K），Angle角，血栓最大幅度（MA）。R值反映凝血过程所有凝血因子综合水平；K值反映纤维蛋白原水平和部分血小板功能；Angle角代表血凝块聚合速度，与K值密切相关；MA值反映血小板质量。

5．统计学处理：采用SPSS 21.0进行统计学分析。计数资料的组间比较：符合正态分布的资料采用方差分析，非正态分布资料采用秩和检验；血小板计数和IPF、A-IPF、TEG各项指标的相关性采用Pearson线性相关分析；ITP-BAT出血评分与血小板计数、年龄、性别、疾病分期、IPF、A-IPF、TEG各指标的相关性采用Spearman等级相关、卡方检验等方法进行分析；采用ROC工作曲线分析IPF、A-IPF、TEG各指标的预测价值及最佳分界值设定。采用逐步Logistic回归分析评价联合诊断价值。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料和出血情况：219例成人ITP患者（≥18岁）中位年龄为43（18\~82）岁，PLT中位数为20(1\~324）×10^9^/L; 52例儿童ITP患者（\<18岁）中位年龄为10(2\~17）岁，PLT中位数为24(4\~323）×10^9^/L。

不同疾病分期、性别和年龄患者的血小板计数差异无统计学意义（χ^2^=0.260，*P*=0.878；χ^2^=1.485，*P*=0.764；χ^2^=0.035，*P*=0.852）。不同疾病分期和性别患者的出血程度差异无统计学意义（χ^2^=6.560，*P*=0.585；χ^2^=6.388，*P*=0.172）。儿童以轻度出血为主，与成人出血情况差异有统计学意义（χ^2^=4.703，*P*=0.030）；60岁以上患者中，严重出血患者占7.1%，与其他年龄组比较差异有统计学意义（χ^2^=5.577，*P*=0.018）；全部271例患者、PLT\<30×10^9^/L患者（175例）以及PLT\<30×10^9^/L儿童患者（33例）中，出血程度和血小板计数呈负相关（*r*=−0.700，*P*\<0.001；*r*=−0.485，*P*\<0.001；*r*=−0.347，*P*=0.048）。全部患者出血情况、一般资料及IPF、A-IPF结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 不同临床出血程度原发免疫性血小板减少症（ITP）患者的一般资料、IPF、A-IPF结果

  指标                                   无出血            轻度出血            中度出血            大量出血             严重出血         *P*值
  -------------------------------- ------------------ ------------------- ------------------- ------------------- -------------------- ---------
  血小板计数\[例（％）\]                                                                                                                \<0.001
   ≥30×10^9^/L                         64（66.7）         32（33.3）            0（0）              0（0）               0（0）        
   \<30×10^9^/L                        17（9.7）          96（54.9）          40（22.8）           15（8.6）            7（4.0）       
  年龄\[例（％）\]                                                                                                                       0.360
   ≥60岁                               15（35.7）         15（35.7）           5（11.9）           4（9.6）             3（7.1）       
   18\~59岁                            54（30.5）         82（46.3）          30（17.0）           8（4.5）             3（1.7）       
   \<18岁                              12（23.1）         31（59.6）           5（9.6）            3（5.8）             1（1.9）       
  性别\[例（％）\]                                                                                                                       0.172
   男                                  36（35.0）         42（40.8）          14（13.6）           9（8.7）             2（1.9）       
   女                                  45（26.8）         86（51.2）          26（15.4）           6（3.6）             5（3.0）       
  疾病分期\[例（％）\]                                                                                                                   0.585
   新诊断ITP                           30（28.6）         46（43.8）          19（18.1）           8（7.6）             2（1.9）       
   持续性ITP                           17（38.6）         18（40.9）           5（11.4）           3（6.8）             1（2.3）       
   慢性ITP                             34（27.9）         64（52.5）          16（13.0）           4（3.3）             4（3.3）       
  IPF\[%, *M*（范围）\]             6.0（0.9\~20.8）   13.7（1.8\~47.2）   17.3（4.8\~46.9）   22.0（4.0\~34.5）   18.2（10.6\~38.8）   \<0.001
  A-IPF\[×10^9^/L, *M*（范围）\]    2.7（0.7\~11.3）   2.2（0.1\~10.2.）    1.4（0.2\~5.6）     1.0（0.2\~1.9）     0.7（0.1\~5.4）     \<0.001

注：IPF：未成熟血小板比例；A-IPF：未成熟血小板绝对值。出血程度依据2013年ITP国际工作组（IWG）制定的ITP出血评估工具ITP-BAT（版本1.0）评定：严重出血：器官（O）≥3；大量出血：黏膜（M）≥3；中度出血：皮肤（S）=3、M=2、O=2；轻度出血：S\<3、M=1、O=1；无出血：S=0、M=0、O=0

2．ITP患者IPF及A-IPF与血小板计数的相关性：在所有患者（271例）、PLT\<30×10^9^/L患者（175例）和PLT\<30×10^9^/L儿童患者（33例）中，血小板计数与IPF呈负相关（*r*=−0.416，*P*\<0.001；*r*=−0.283，*P*\<0.001；*r*=−0.366，*P*=0.036），与A-IPF呈正相关（*r*=0.508，*P*\<0.001；*r*=0.596，*P*\<0.001；*r*=0.713，*P*\<0.001）。

3．ITP患者TEG指标与血小板计数、IPF、A-IPF的相关性：125例患者（成人106例、儿童19例）TEG检查结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。在全部125例患者中，血小板计数与TEG的R值、K值呈负相关（*r*=−0.237，*P*\<0.001；*r*=−0.329，*P*\<0.001），与Angle角、MA值呈正相关（*r*=0.423，*P*\<0.001；*r*=0.581，*P*\<0.001）。在94例PLT\<30×10^9^/L患者中，PLT与MA呈正相关（*r*=0.613，*P*\<0.001），与R值、K值、Angle角无相关性（*r*=146，*P*=0.159；*r*=−0.192，*P*=0.083；*r*=−0.192，*P*=0.083）。在11例PLT\<30×10^9^/L的儿童患者中，血小板计数与MA值呈正相关（*r*=0.709，*P*=0.015），与R值、K值、Angle角无相关性（*r*=0.757，*P*＝0.008；*r*=−0.505，*P*=0.137；*r*=0.216，*P*=0.524）。

###### 不同临床出血程度原发免疫性血小板减少症患者的IPF、A-IPF及血栓弹力图检查结果

  指标                                    无出血              轻度出血             中度出血             重度出血             严重出血         *P*值
  -------------------------------- -------------------- -------------------- -------------------- -------------------- -------------------- ---------
  血栓弹力图\[*M*（范围）\]                                                                                                                 
   R值（min）                        7.8（4.8\~10.8）     8.2（5.4\~12.2）     8.3（4.2\~13.8）     7.2（4.7\~8.8）      8.0（4.7\~8.3）      0.006
   K值（min）                        4.0（1.3\~20.6）     5.5（1.7\~21.5）     6.5（1.5\~12.8）     8.9（2.0\~16.3）    10.4（5.5\~15.6）     0.046
   Angle角（deg）                   46.2（23.0\~17.0）   41.1（17.2\~66.9）   34.3（12.3\~52.5）   43.5（29.6\~64.3）   45.2（41.6\~57.5）    0.001
   MA值（mm）                       44.5（22.0\~66.4）   36.1（9.7\~55.2）    26.6（4.3\~42.5）    24.2（16.8\~32.3）   26.1（20.7\~39.1）   \<0.001
  血小板计数\[例（％）\]                                                                                                                     \<0.001
   ≥30×10^9^/L                          20（64.5）           11（35.5）             0（0）               0（0）               0（0）        
   \<30×10^9^/L                         12（12.8）           47（50.0）           23（24.5）            9（9.4）             3（3.2）       
  IPF\[%, *M*（范围）\]              6.3（0.9\~18.3）    13.8（3.1\~47.2）    17.5（4.8\~46.9）    23.6（4.0\~34.5）    33.5（18.2\~38.8）   \<0.001
  A-IPF\[×10^9^/L, *M*（范围）\]     2.6（0.7\~11.3）     1.9（0.3\~9.8）      1.4（0.2\~5.6）      1.3（0.2\~1.9）      1.5（0.2\~5.4）      0.003

注：IPF：未成熟血小板比例；A-IPF：未成熟血小板绝对值；R：反应时间；K：凝固时间；Angle角：血凝块聚合速度；MA：血栓最大幅度

TEG的K值与IPF呈正相关（*r*=0.373，*P*\<0.01），与A-IPF呈负相关（*r*=−0.233，*P*=0.012）；Angle角、MA值与IPF呈负相关（*r*=−0.361，*P*\<0.01；*r*=−0.476，*P*\<0.01），与A-IPF呈正相关（*r*=0.240，*P*=0.07；*r*=0.534，*P*\<0.01）；R值与IPF、A-IPF均无相关性（*r*=0.146，*P*=0.105；*r*=0.067，*P*=0.460）。

4．ITP患者IPF、A-IPF及TEG各指标与出血程度的相关性：在所有ITP患者中，出血程度与IPF值及TEG的K值呈正相关（*r*=0.519，*P*\<0.001；*r*=0.270，*P*=0.004），与A-IPF值、Angle角、MA值呈负相关（*r*=−0.376，*P*\<0.001；*r*=−0.229，*P*＝0.010；*r*=−0.579，*P*\<0.001），与R值无相关性（*r*=0.160，*P*=0.075）。

PLT\<30×10^9^/L患者的出血程度与IPF值呈正相关（*r*=0.262，*P*\<0.001），与A-IPF、MA值呈负相关（*r*=−0.236，*P*\<0.001；*r*=−0.429，*P*\<0.001），与R值、K值、Angle角无相关性（*r*=0.008，*P*=0.938；*r*=0.064，*P*＝0.565；*r*=0.044，*P*=0.674）。

PLT\<30×10^9^/L儿童患者的出血程度与IPF、A-IPF、MA值均无相关性（*r*=−0.035，*P*=0.848；*r*=−0.286，*P*=0.108，*r*=0.029，*P*=0.932）。

5．IPF、A-IPF和TEG各指标诊断ITP患者出血程度的评价：IPF、A-IPF、TEG各指标评估ITP患者中度以上出血倾向的评价结果见[表3](#t03){ref-type="table"}。ROC曲线分析显示IPF、A-IPF和MA值评估ITP患者出血风险效能较好。

###### IPF、A-IPF及血栓弹力图指标预测ITP患者中度以上出血倾向的诊断评估

  指标        AUC     *P*值       分界值      敏感性（％）   特异性（％）
  --------- ------- --------- -------------- -------------- --------------
  IPF        0.745   \<0.001      16.05%          61.3           77.6
  A-IPF      0.744   \<0.001   1.80×10^9^/L       70.8           72.6
  R值        0.547    0.414      8.55 min         36.7           68.6
  K值        0.658    0.060      7.7 min          51.9           79.3
  Angle角    0.622    0.034      45.3 deg         43.3           80.0
  MA值       0.813   \<0.001     32.85 mm         73.3           82.9

注：ITP：原发免疫性血小板减少症；IPF：未成熟血小板比例；A-IPF：未成熟血小板绝对值；R值：反应时间；K值：凝固时间；Angle角：血凝块聚合速度；MA：血栓最大幅度；AUC：曲线下面积

在PLT\<30×10^9^/L患者中，IPF≥16.05％组（78例）中度以上出血38例，IPF\<16.05％组（97例）24例；A-IPF≤1.80×10^9^/L组（93例）中度以上出血45例，A-IPF\>1.80×10^9^/L组（82例）17例；MA≤32.85 mm组（53例）中度以上出血29例，MA\>32.85 mm组（41例）6例，出血程度差异均有统计学意义（χ^2^=13.667，*P*=0.008；χ^2^=18.970，*P*＝0.001；χ^2^=21.017，*P*\<0.001）。Angle角≤45.3 deg组（73例）中度以上出血28例，\>45.3 deg组（21例）10例，出血程度差异无统计学意义（χ^2^=4.105，*P*=0.392）。

在PLT\<30×10^9^/L儿童患者中，IPF≥16.05％与IPF\<16.05％组、A-IPF≤1.80×10^9^/L与A-IPF\>1.80×10^9^/L组、Angle角≤45.3 deg与Angle角\>45.3 deg组、MA≤32.85 mm与MA\>32.85 mm组患者出血程度差异无统计学意义（χ^2^=1.337，*P*=0.721；χ^2^=4.986，*P*=0.173；χ^2^=0.674，*P*=0.714；χ^2^=2.306，*P*=0.316）。

6．综合诊断ITP患者出血的评价：采用二分类Logistic进行回归分析IPF、A-IPF、TEG各指标与患者发生出血倾向相关性，得出IPF与MA值为患者出血相关的独立因素（[表4](#t04){ref-type="table"}）。将患者的IPF及MA值带入逐步回归模型计算出对应的Y值，并根据所得Y值进行ROC曲线分析，曲线下面积为0.846，*P*\<0.01，IPF与MA指标综合判断ITP患者中度以上出血程度能力提高，优于单一指标。

###### 原发免疫性血小板减少症患者IPF、A-IPF、TEG各指标多因素Logistic回归分析结果

  指标       *P*值    *OR*（95%置信区间）
  --------- ------- -----------------------
  IPF        0.020   1.087（1.013\~1.165）
  A-IPF      0.538   0.852（0.511\~1.419）
  R值        0.504   1.115（0.810\~1.536）
  K值        0.299   0.909（0.760\~1.088）
  Angle角    0.502   1.024（0.955\~1.099）
  MA值       0.003   0.865（0.787\~0.951）

注：IPF：未成熟血小板比例；A-IPF：未成熟血小板绝对值；R值：反应时间；K值：凝固时间；Angle角：血凝块聚合速度；MA值：血栓最大幅度

讨论 {#s3}
====

ITP是临床最常见的出血性疾病，可以表现为轻度黏膜皮肤出血至危及生命的出血。目前临床上主要依据血小板计数判断ITP患者的出血风险、选择治疗方案并进行疗效评估。在本研究中，我们发现ITP患者出血程度不受性别、疾病分期的影响，与血小板计数有较好的相关性；但在PLT\<30×10^9^/L的儿童患者中，出血程度与血小板计数的相关性较差。儿童ITP患者主要表现为轻度出血，与我们以往研究结果[@b5]一致。成人特别是老年患者在PLT\<30×10^9^/L会表现为严重出血[@b6]，而儿童通常在PLT\<10×10^9^/L时才出现严重出血[@b7]，因此血小板计数不能准确反映重症ITP患者的出血倾向。

未成熟血小板是骨髓生成和释放的一种网织血小板，其胞质内残留有较多的RNA，表面膜糖蛋白（GP）Ⅰb、GPⅡb-Ⅲa、P-selectin表达增高[@b8]，可结合循环中的血小板和血浆中的因子Ⅴa促进凝血[@b9]，与ITP患者严重出血相关[@b2]。本研究中，在所有ITP患者及PLT\<30×10^9^/L儿童患者中，血小板计数均与IPF呈负相关、与A-IPF呈正相关，与文献[@b10]报道一致。其原因在于ITP患者外周血小板过度破坏并引起骨髓代偿性的血小板生成，释放至外周血的未成熟血小板增多，从而导致IPF增高，但由于外周血小板破坏速度超过骨髓血小板生成速度，所以A-IPF明显减少。我们进一步分析了IPF、A-IPF和患者出血程度的相关性：在所有ITP患者及PLT\<30×10^9^/L的患者中，出血程度与IPF呈正相关，与A-IPF呈负相关，表明未成熟血小板在重度血小板减少的ITP患者中发挥止血作用[@b9]，其促凝功能强于循环中的成熟血小板，外周A-IPF减少的ITP患者发生出血可能性较大。

常规的凝血检测只反映凝血过程中的一个阶段，而不是整个凝血过程。血小板聚集实验常常因重度血小板减少而无法检测。TEG比传统的凝血功能检查更为全面，不受血小板数量的限制，能够在短时间内动态监测凝血各阶段的动力学变化，越来越多地应用于出血评价[@b2]。TEG指标中，R值反映凝血因子综合作用，K值和Angle角反映部分血小板功能，MA值反映血小板聚集功能。我们研究结果显示在所有ITP患者和PLT\<30×10^9^/L的患者中，血小板计数与反映血小板聚集功能的MA值呈负相关，在PLT\<30×10^9^/L的患者中，血小板计数与R值、K值、Angle角无相关性。同时MA值又与具有止血功能的未成熟血小板相关，说明MA相比TEG其他指标更能准确评估患者血小板数量和功能（尤其在重度血小板减少患者）。我们继续分析了TEG各指标和患者出血程度的相关性，在所有ITP患者及PLT\<30×10^9^/L的患者中出血程度与MA值密切相关，由此推测重度血小板减少的ITP患者出血倾向与凝血因子、纤维蛋白原无明显相关性，而与血小板的质和量有关；MA值增大提示血小板聚集功能增强，患者出血风险较低。

ROC曲线分析显示IPF、A-IPF、MA对ITP患者出血倾向有较好的预测价值，尤其在PLT\<30×10^9^/L的成人患者，IPF分界值16.05%、A-IPF分界值1.80×10^9^/L、MA值分界值32.85 mm的出血风险评估效能高，提示IPF、A-IPF、MA值单一指标可以用于成人ITP患者出血评估。在PLT\<30×10^9^/L的儿童患者中，出血程度和IPF、A-IPF、MA无相关性，且IPF、A-IPF、MA值分界值诊断效能明显降低，说明重度血小板减少的ITP患者出血影响因素除了血小板质量，还与个体差异有关。本研究中儿童ITP严重出血发生率为1.9%，大部分患儿表现为轻度出血或无出血症状，因此单一指标不能有效判断重度血小板减少ITP儿童患者出血倾向。我们通过多因素分析筛选出与ITP患者出血相关的独立预测指标IPF和MA值，并将两个指标联合诊断评价，我们发现对患者出血的预测效能明显增加，ROC曲线下面积好于单一指标，因此建议在临床上可以联合IPF和MA值评估PLT\<30×10^9^/L儿童ITP患者的出血倾向。Greene等[@b11]报道，PLT\<30×10^9^/L的18例儿童患者中，A-IPF、血凝块硬度与出血程度相关，但血小板计数与出血程度无相关性，我们和该研究结果有差异可能与病例数较少有关。因此，还需要扩大病例数进一步研究。

本研究结果表明，IPF、A-IPF和TEG的MA值能准确评估ITP患者的出血风险，可作为ITP患者出血倾向的重要预测方法在临床上推广使用。
